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Resumo 
 
O aumento da industrialização a nível mundial conduziu ao aparecimento de com-
postos poluentes no meio ambiente, nomeadamente compostos desreguladores 
endócrinos (DEs) estrogénicos que, à medida que aumentam a sua concentração 
ambiental, tornam-se uma ameaça para os ecossistemas. No entanto, devido a res-
trições definidas quer por legislação Europeia como nacional, tem-se vindo a ob-
servar na última década um decréscimo nas concentrações de DEs como a estrona 
(E1), 17-estradiol (E2) e 17-etinilestradiol (EE2) em águas superficiais portugue-
sas. Neste sentido, aplicou-se, com sucesso, a técnica de ELISA (Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay) com o objetivo de quantificar de forma simples e rápida 
níveis de concentrações muito baixas (ng/L) destes estrogénios em águas do es-
tuário do Rio Douro.  
 
Neste estudo foram selecionados três pontos de colheita (Fluvial, Freixo e Entre-
os-Rios) e colhidas amostras em diferentes períodos do dia (manhã e noite) e em 
vários meses do ano (dezembro, janeiro, fevereiro e junho).  
 
A escolha das áreas em análise baseou-se em estudos anteriores que apontavam o 
Fluvial e o Freixo como as zonas mais poluídas do estuário, e Entre-os-Rios como 
uma zona de referência. Deste modo, além das flutuações temporais pretendeu-se 
avaliar nestas áreas a possibilidade de existirem variações diurnas.   
 
Os resultados obtidos revelaram não haver flutuações diárias, facto que contrasta 
com estudos anteriores na zona, e revelaram que atualmente as concentrações de 
E2 e EE2 são idênticas entre todos os locais estudados. A única hormona que apre-
senta valores mais baixos na zona de referência é a E1 o que revela a ação positiva 
desempenhada pelas ETARs (Estações de Tratamento de Águas Residuais) de So-
breiras e Freixo na qualidade das águas superficiais do estuário do Rio Douro. 
Deste modo, em média, as concentrações de E1, E2 e EE2 no Fluvial e Freixo foram 
respetivamente  7 ng/L,  1 ng/L e  0,1 ng/L, e em Entre-os-Rios  2 ng/L,  
0,6 ng/L e  0,3 ng/L. O facto das concentrações de E1 serem as mais altas, cor-
robora a hipótese de ocorrerem nas ETARs a degradação do E2 e EE2.  
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As concentrações mais elevadas de EE2 em junho sugerem que o aumento inespe-
rado de habitantes na área metropolitana do Porto (turistas) tenha trazido consigo 
algumas restrições no que diz respeito à capacidade das ETARs tratarem eficaz-
mente uma carga superior de esgotos urbanos.  
 
Finalmente, a conversão das concentrações médias destes DEs em equivalentes de 
EE2 revelou que o impacto destes xenoestrogénios na zona em estudo implica uma 
exposição dos animais aquáticos, e indiretamente do Homem, a níveis capazes de 
induzirem desregulação endócrina nas zonas do Fluvial e Freixo. 
 
Assim, conclui-se sobre a importância deste tipo de estudos como forma de moni-
torizar e avaliar os potenciais efeitos deletérios que estes DEs promovem nos ecos-
sistemas. 
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Abstract 
 
The increase of worldwide industrialization has led to the emergence of pollutants 
in the environment, including estrogenic endocrine disrupting compounds (EDs) 
which, as they increase in environmental concentration, become a threat to the 
ecosystems. However, due to constraints defined by both European and national 
legislations, a decrease in the concentrations of EDs such as oestrone (E1), 17-
oestradiol (E2) and 17-ethynylestradiol (EE2) have been observed in the last dec-
ade in Portuguese surface waters. In this sense, the ELISA (Enzyme-Linked Immuno-
sorbent Assay) technique was successfully applied to this study with the aim of 
quantifying low concentrations (ng/L) of these oestrogens in surface waters of 
Douro River estuary. 
 
In this study, were selected three sampling points (Fluvial, Freixo and Entre-os-Rios) 
and samples were taken at different times of the day (morning and night) and dur-
ing several months of the year (December, January, February and June). 
 
The choice of areas under analysis was based on previous studies that pointed 
Freixo and Fluvial as the most polluted areas of the estuary and Entre-os-Rios as a 
reference zone. Thus, in addition to temporal fluctuations, it was intended to eval-
uate in these areas the possibility of diurnal variations. 
 
The results obtained showed no daily fluctuations, a fact that contrasts with previ-
ous studies in the area, and revealed that E2 and EE2 concentrations are currently 
the same among all studied sites. The only hormone that presents lower values in 
the reference zone is E1, which reveals the positive action performed by the WWTPs 
(Wastewater Treatment Plants) in the quality of the surface waters of the Douro 
River Estuary. Thus, on average, the concentrations of E1, E2 and EE2 in Fluvial and 
Freixo were respectively  7 ng/L,  1 ng/L e  0.1 ng/L, and in Entre-os-Rios  2 
ng/L,  0.6 ng/L and  0.3 ng/L. The fact that the concentrations of E1 are the 
highest, corroborates the hypothesis that the degradation of E2 and EE2 occurs in 
the WWTPs. 
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The highest EE2 concentrations in June suggest that the unexpected increase in 
inhabitants in the Porto metropolitan area (tourists) has led to some restrictions on 
the capacity of the WWTPs to effectively handle a higher urban sewage load. 
 
Finally, the conversion of the mean concentrations of these DEs to EE2 equivalents 
revealed that the impact of these xenoestrogens on the study area implies expo-
sure of aquatic animals, and indirectly from humans, to levels capable of inducing 
endocrine disruption in Fluvial and Freixo areas. 
 
Thus, it is concluded on the importance of this type of studies as a way to monitor 
and evaluate the potential deleterious effects that these DEs promote in ecosys-
tems.  
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1. Introdução 
 
O aumento da industrialização mundial levou ao aparecimento de compostos po-
luentes no meio ambiente que, à medida que aumentam a sua concentração, tor-
nam-se uma ameaça para os ecossistemas aquáticos e terrestres 
1
. Diariamente são 
reportados novos compostos químicos considerados perigosos no Chemical Abs-
tracts Service (CAS) 
2
. Alguns destes compostos são capazes de perturbar a síntese, 
secreção, transporte, ligação, ação e eliminação de hormonas. Assim, nos organis-
mos expostos, parâmetros como desenvolvimento, reprodução, homeostasia e 
comportamento podem sofrer alterações 
3, 4
. De acordo com a definição providen-
ciada pela comissão Endocrine Disruptor Screening and Testing Advisory 
Committee (EDSTAC), estes compostos foram designados por Desreguladores En-
dócrinos (DEs) 
5
. 
 
De facto, desde a Segunda Guerra Mundial que os DEs têm vindo a ser introduzidos 
no meio ambiente 
6
. No entanto, somente no início da década de 90 é que estes 
compostos começaram a ser considerados um problema quando foram notadas 
anomalias reprodutivas em peixes de água doce e também hermafroditismo em 
peixes que habitavam perto de Estações de Tratamento de Águas Residuais (ETARs) 
7, 8
. Nessa mesma década, em 1996, o livro Our Stolen Future tornou público o 
problema da contaminação ambiental por DEs 
9
. Nesse mesmo ano foi requerido à 
Environmental Protection Agency (EPA) um programa para controlar a libertação 
destes compostos para o ambiente. Neste sentido, pouco tempo depois surgiu uma 
comissão para este efeito, a EDSTAC 
5
. 
 
Quer em espécies marinhas, quer terrestres e até em humanos estão documenta-
dos os efeitos de DEs a nível reprodutivo, sabendo-se que quando o sistema hor-
monal é afetado por estes compostos, a reprodução pode mesmo cessar 
10
. Estes 
compostos têm a capacidade de se bioacumular, sendo esta visível, por exemplo, 
quando aves e mamíferos marinhos ao se alimentarem de peixe contaminado, apre-
sentam no seu organismo concentrações de DEs iguais ou superiores às encontra-
das nos animais que lhes serviram de alimento 
1
.  
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1.1. Interferência dos DEs no eixo hipotálamo-hipófise-gónadas 
 
Como o seu próprio nome indica, os DEs interferem com o sistema endócrino atu-
ando, nos organismos afetados, ao nível do eixo hipotálamo-hipófise-gónadas, 
desregulando a libertação quer de neurohormonas quer de hormonas para a cor-
rente sanguínea 
11
. 
 
Como se pode observar na figura 1, em condições normais são estímulos externos 
ao organismo que originam a libertação de neurotransmissores que, por sua vez 
induzem o hipotálamo a libertar neurohormonas e/ou neurotransmissores ao nível 
da hipófise. Esta glândula, além de outras hormonas, liberta gonadotrofinas, de-
signadas por hormona luteinizante (LH) e hormona folículo estimulante (FSH), que 
induzem a síntese e libertação de hormonas esteroides sexuais (ex. 17-estradiol 
- E2) em vertebrados. Estas, deslocando-se na corrente sanguínea, atingem as cé-
lulas e tecidos alvo, onde se ligam a recetores hormonais específicos ativando di-
ferentes funções. 
 
 
Figura 1. Representação do eixo hipotálamo-hipófise-gónadas (baseado em 
www.mcguido.com.br/eixo_hhg.htm). 
 
As hormonas, mensageiras do sistema endócrino, dependendo da sua estrutura 
química são transportadas no sangue na sua forma livre ou acopladas a proteínas. 
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No caso das hormonas sexuais, quando a sua concentração atinge um valor má-
ximo, estas inibem a libertação de FSH e/ou LH por mecanismos de retroalimenta-
ção negativa (figura 1) controlando assim a secreção e síntese de hormonas este-
roides 
12, 13
.  
 
Assim, a entrada de DEs provenientes do meio externo ao organismo vai desregular 
esse equilíbrio. Em peixes, o facto de os DEs interferirem com o eixo hipotálamo-
hipófise-gónadas pode levar a anomalias na diferenciação sexual. Estudos diversos 
mostram que animais que vivem em águas poluídas por DEs apresentam diversos 
distúrbios sexuais como hermafroditismo, ovotestis, feminização, entre outros 
14-
17
.  
 
Os mecanismos de ação dos DEs são variados podendo, de acordo com a sua na-
tureza, estimularem (agonistas) ou inibirem (antagonistas) os mecanismos de 
transcrição e pós-transcrição, ou serem capazes de interferir com os canais de iões 
ou de proteínas responsáveis pela passagem de substratos nas células 
10
. No caso 
de os DEs interferirem com a síntese de neurotransmissores, sendo estes cruciais 
no desenvolvimento e manutenção cerebral e neural de um organismo, pode ob-
servar-se consequências muito graves ao nível cognitivo, de aprendizagem e de 
memória. Por exemplo, o transporte de dopamina é influenciado por alguns xe-
noestrogénios, podendo assim pensar-se numa relação entre o aumento de pato-
logias e a presença de DEs no ambiente 
18
.  
 
1.2. Exposição de peixes teleósteos a DEs estrogénicos 
 
Os DEs estrogénicos induzem a produção de vitelogenina (VTG), glicolipofosfopro-
teína que funciona como percursor do vitelo presente na gema do ovo e que serve 
de nutriente ao embrião 
19
. Portanto, a VTG é produzida pelas fêmeas de peixes, 
anfíbios e répteis no fígado, e de seguida transportada para os ovários, onde é 
incorporada nos ovócitos. Como a síntese da VTG é controlada estrogenicamente, 
a sua presença em concentrações elevadas é anormal em machos indicando que 
estes animais estão expostos a DEs estrogénicos sendo por isto a VTG um biomar-
cador de exposição estrogénica 
20
.  
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A título de exemplo, estudos em peixe-zebra (Danio rerio) mostraram que a expo-
sição de embriões a DEs induzia a apoptose celular, resultando assim numa baixa 
eclosão e sobrevivência das larvas 
21-24
. 
 
A nível ambiental, em Portugal, foram notadas anomalias em peixes habitantes de 
áreas poluídas, como o aparecimento de ovotestis. Em Espanha no Rio Anoia, 43% 
dos machos de carpa (Cyprinus carpio) capturados também apresentaram ovotestis 
e atrofia testicular 
25
. Na Florida, peixes-mosquito fêmeas (Gambusia affinis) cap-
turados no Rio Fenhalloway, perto do local de descarga de efluentes industriais, 
possuíam caraterísticas secundárias e alguns comportamentos sexuais masculinos 
26
. 
 
Portanto, além dos DEs com efeitos estrogénicos serem responsáveis pela diminu-
ição da produção e qualidade dos ovos e esperma, feminização dos machos e mu-
danças de comportamento sexual 
27
, estes foram ainda apontados como causado-
res de danos no ADN que podem ser acompanhados de diferenciação maligna das 
células, i.e. carcinogénese 
28
. 
 
1.3. Exposição humana a DEs 
 
No caso do Homem, a maior via de exposição aos DEs é a ingestão de água e 
alimentos contaminados 
1
. Como os DEs, em geral, têm baixa solubilidade em água 
e são lipossolúveis, acumulam-se no tecido adiposo de onde vão sendo libertados 
lentamente 
29
. 
 
As consequências da exposição a este tipo de compostos em fases cruciais do de-
senvolvimento humano podem ser graves, originando danos temporários ou per-
manentes 
30
. Assim, a presença de DEs androgénicos durante a gestação poderão 
induzir, na puberdade, o aparecimento do Síndrome de Ovário Poliquístico (SOP) 
31
. 
Por outro lado, a exposição a DEs estrogénicos está associada ao desenvolvimento 
precoce da glândula mamária e a um possível aumento da secreção da Hormona 
Libertadora de Gonadotrofinas (GnRH) 
11
. 
 
O aumento do número de casos de cancro da mama também tem sido associado 
com o incremento de DEs estrogénios, capazes de interferirem com a proliferação 
celular, aumentando o crescimento dos canais e alvéolos da glândula mamária 
32, 
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33
. Além disto, estes compostos que incluem além de hormonas esteroides também 
ftalatos e bifenilos policlorados (PCBs - polychlorinated biphenyls), têm ainda sido 
associados com o desenvolvimento de patologias como oligospermia, diminuição 
de fertilidade 
34-36
, alterações da genitália, como criptorquidia e hipospadias 
37
.  
 
Ao nível da próstata também os efeitos de DEs são notados tendo sido observado 
uma relação entre a acumulação de PCBs no tecido adiposo e o aparecimento de 
cancro neste órgão. Também se registou nas últimas décadas uma diminuição da 
qualidade do esperma, facto que parece relacionar estas anomalias com a exposi-
ção estrogénica ainda in utero 
38
.  
 
Resultados de experimentação animal mostraram uma ligação entre a exposição 
fetal a estes compostos e anomalias prostáticas em fase adulta 
11
. 
 
1.4. DEs estrogénicos de origem natural e sintética 
 
Foi na primeira metade do século XX que foram caraterizadas as primeiras hormo-
nas humanas, a cortisona e a tiroxina 
39
. Posteriormente foi identificada por Adolf 
Butenandt e Edward Adelbert Doisy a estrutura química de um estrogénio 
40
.  
 
Tendo um papel importante na regulação dos organismos, as hormonas esteroides 
dividem-se conforme o número de átomos de carbono na sua cadeia. 
 
Progestogénios, glucocorticoides e mineralocorticoides são derivados do pregnano 
e apresentam 21 átomos de carbono. Os androgénios são esteroides que possuem 
19 átomos de carbono e derivam do androstano. Os estrogénios, têm 18 átomos 
de carbono na sua cadeia e derivam da estrona (E1). Apesar das suas diferenças 
têm em comum o seu percursor que é o colesterol.  
 
Assim, progestogénios, androgénios e estrogénios são hormonas esteroides sexu-
ais e produzidas, respetivamente, no corpo lúteo (mamíferos) ou na teca e granu-
losa (peixes), testículos e ovários. A sua biossíntese é catalisada por enzimas. A 
maioria destas hormonas é transportada na corrente sanguínea pela globulina 
SHBG (Sex Hormone Binding Globulin). Como poucos são os esteroides que circulam 
livremente no sangue, a existência em circulação de compostos químicos que com-
  
6 
 
petem com esteroides endógenos pelos locais de ligação das proteínas de trans-
porte, pode levar a um aumento de hormonas livres o que acarreta respostas ina-
dequadas 
12
. 
 
No organismo, o fígado é a principal fonte de proteínas como a, já referida, SHBG 
e a CBG (Corticosteroid-Binding Globulin) expressando-se estas em vários tecidos. 
A proteína SHBG liga-se aos recetores celulares para os quais tem afinidade inici-
ando-se assim uma cascata de estímulos. Em peixes já foi visto que este processo 
biológico pode ser destabilizado por ação de DEs 
41
.   
 
Devido à presença de recetores intracelulares e membranares, as hormonas este-
roides podem exercer as suas funções nas células alvo. O complexo esteroide/DE-
recetor, uma vez atingindo o núcleo das células induz a transcrição do ADN em 
mRNA seguindo-se a posterior tradução/síntese proteica 
42
. 
 
Os DEs podem ser classificados, tendo em conta a sua origem, sendo naturais ou 
sintéticos 
13
. De entre os DEs estrogénicos mais ativos destacam-se as hormonas 
naturais, a E1 e o E2, e a hormona sintética o etinilestradiol (EE2) 
43-46
. 
 
1.4.1. DEs estrogénicos de origem natural 
 
1.4.1.1. Estrona (E1) 
 
De acordo com a designação definida pela IUPAC (International Union of Pure and 
Applied Chemistry), a E1 (figura 2) é quimicamente designada por 3-hidroxiestra-
1,3,5(10)–trieno–17-ona. É um composto hidrofóbico e com uma solubilidade em 
água aproximada de 30 mg/L. Como o seu coeficiente octanol-água (Kow), expresso 
em log Kow é de 3,43, no meio aquático, este estrogénio tem bastante afinidade 
para se adsorver tanto a partículas em suspensão como a sedimentos. Tendo como 
base a sua estrutura e as suas caraterísticas moleculares, E1 apresenta um valor de 
pKa  10 47, 48. 
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Figura 2. Estrutura química da E1 (www.sigmaaldrich.com, acesso em 03.11.16). 
 
Como a E1 é um esteroide natural tem como função regular a reprodução e é res-
ponsável pelos caracteres sexuais secundários femininos 
12
. Após a sua síntese a 
E1 é excretada tanto nas fezes como na urina, acabando assim por atingir o meio 
aquática via esgotos ou efluentes de ETARs. Como a E1 é ainda um produto de 
degradação do E2 [81], geralmente ocorre neste habitat em concentrações frequen-
temente mais altas do que as de E2 [84]. 
 
Por exemplo, observou-se que no Rio Tama (Japão), a E1 é a hormona que mais 
contribui para a sua atividade estrogénica destas águas, onde atinge concentrações 
entre 17,1 e 47,6 ng/L 
49, 50
. Embora a potência estrogénica da E1seja relativamente 
à do E2, cerca de cinco vezes menor, esta hormona ainda assim promove a dimi-
nuição do crescimento testicular em indivíduos expostos a estas águas devido à 
sua elevada concentração ambiental 
51, 52
. 
 
1.4.1.2. 17β-Estradiol (E2) 
 
O E2 (figura 3), é quimicamente designada pela IUPAC como estra-1,3,5(10)-trieno-
3,17-diol 53. O E2 é um composto hidrofóbico que apresenta uma solubilidade em 
água de aproximadamente 5 mg/L. Como o seu log Kow é de 4,01, este estrogénio 
tem bastante afinidade para se adsorver tanto às partículas em suspensão como a 
sedimentos. O E2 apresenta um valor de pKa de 10,4 
48
. 
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Figura 3. Estrutura química do E2 (www.sigmaaldrich.com, acesso em 03.11.16). 
 
O E2 é uma hormona esteroide extremamente importante para a manutenção e 
desenvolvimento dos tecidos ósseos e reprodutivos, bem como para a manutenção 
dos caracteres sexuais femininos 
53
. Nos machos, apesar dos níveis de E2 serem 
inferiores aos das fêmeas, esta hormona é também importante pois além de ser a 
precursora da testosterona é fundamental para a manutenção das células germina-
tivas 
54
.  
 
Em peixes, além das funções acima descritas, e que são comuns em todos os ver-
tebrados, o E2 induz ainda a síntese da VTG no fígado 
19
.  
 
Como a partir de 1970 surgiram anticoncecionais orais contendo E2 a sua presença 
no ambiente começou a aumentar visto que o E2 é eliminado pela urina e fezes 
55, 
56
. Recentemente, o E2 ainda faz parte da composição de alguns contracetivos orais 
combinados (COCs) 
57
.  
 
Assim, estudos realizados em machos de medaka (Oryzias latipes) mostraram que 
a exposição precoce a E2 induz mudanças de sexo, alteração do comportamento e 
ainda o desenvolvimento de ovotestis 
58
. 
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1.4.2. DEs estrogénicos de origem sintética 
 
1.4.2.1. 17α-Etinilestradiol (EE2) 
 
O EE2 (figura 4), é quimicamente denominado pela IUPAC como 17-etinil-
1,3,5(10)-estratrieno-3,17-diol. O EE2 é um derivado do E2 que, devido ao grupo 
etinilo que tem na posição 17 da sua cadeia carbonada 
59-61
, apresenta a caraterís-
tica de ser menos biodegradável. Para além disto, o EE2 é um composto hidrofó-
bico, com uma solubilidade em água de  3 mg/L. Como o seu log Kow é de 3,67, 
tal como E1 e E2, apresenta afinidade para se adsorver tanto a partículas em sus-
pensão como a sedimentos. O EE2 apresenta um valor de pKa de 10,4 
48
.  
 
Figura 4. Estrutura química do EE2 (www.sigmaaldrich.com, acesso em 03-11-
2016). 
 
Fazendo parte da maioria dos COCs, o EE2 tornou-se uma das hormonas mais 
abundantes em efluentes de ETARs 
62
. Em 2011, a Organização das Nações Unidas 
(ONU) revelou que em 2009, 8,8% das mulheres em todo o mundo usa COCs como 
método anticoncecional, ou seja, mais de 100 milhões de mulheres 
63
.   
 
Para além do seu uso a nível contracetivo, o EE2 também faz parte da composição 
de medicamentos com outros fins, tais como o tratamento da síndrome da meno-
pausa e pós-menopausa, terapia de reposição fisiológica, osteoporose, cancro da 
mama e da próstata 
64, 65
. 
 
Uma vez que a eliminação corporal do EE2 é feita via urina e fezes, os efluentes 
das ETARs são, tal como para outros DEs, uma porta de entrada deste esteroide no 
meio ambiente 
43
. Estudos revelam que os tratamentos realizados nas ETARs são 
insuficientes para a remoção do EE2 das águas residuais 
27
. Fatores como época do 
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ano, tipo de tratamento e nível de urbanização influenciam a quantidade desta 
hormona nos efluentes das ETARs 
66, 67
. Uma vez no ambiente, principalmente no 
meio aquático, esta hormona encontra-se em concentrações biologicamente ativas 
68
.  
 
O EE2 tornou-se o substituto do mestranol nos COCs fazendo parte da maioria 
destes contracetivos. Inicialmente, as dosagens de EE2 nos COCs eram mais altas 
do que atualmente 
57
. Após absorção o EE2 é metabolizado lentamente no fígado 
57
, permitindo maior retenção nos tecidos e provocando consequentemente efeitos 
hepáticos potencialmente deletérios. 
 
No entanto, o seu uso não é exclusivamente humano. Na indústria pecuária este 
esteroide sintético é usado para tratar e prevenir distúrbios reprodutivos e também 
estimular o crescimento melhorando a produção. Em aquacultura é usado para de-
senvolver populações com um só sexo 
69
. Assim, embora a urina humana seja a 
principal fonte deste estrogénio 
70
 também a indústria pecuária, é igualmente uma 
potencial fonte deste composto. 
  
1.5. Poluição aquática por DEs estrogénicos 
 
Os DEs têm sido observados e quantificados em todos os ambientes aquáticos 
9
. 
Como os DEs acarretam consigo problemas de saúde ambiental o tratamento dos 
esgotos em ETARs é fundamental.  
 
No entanto, nem sempre as ETARs são eficientes pois fatores como log Kow e a 
solubilidade destes compostos muitas vezes tornam difíceis a sua eliminação 
9, 71, 
72
. Neste sentido, foram testados alguns tratamentos como por exemplo os chama-
dos processos oxidativos avançados (AOPs - Advanced Oxidation Processes). Estes 
procedimentos recorrem à utilização de ozono, cloro, peróxido de hidrogénio, 
raios ultravioleta (UV) e em alguns casos a combinação destes 
73
. No entanto, estes 
procedimentos também apresentam desvantagens entre as quais se destacam a 
possibilidade da formação de subprodutos tóxicos e os custos associados aos 
AOPs 
74-76
. 
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Outra técnica também considerada apropriada para a remoção de DEs tem sido a 
adsorção com carbono ativado. Este procedimento mostrou-se vantajoso na remo-
ção da maioria dos poluentes orgânicos (i.e. taxas superiores a 90%) devido às suas 
interações hidrofóbicas 
1, 77
.  
 
A ausência de regulamentação adequada no que respeita à presença destes com-
postos para o meio ambiente é também um fator preocupante. Recentemente, e 
através da aplicação desde 2000 da Diretiva-Quadro da Água (DQA) 
78
 iniciaram-se 
uma série de iniciativas que visam, dentro da comunidade europeia a proteção da 
qualidade de todos os recursos hídricos europeus. 
 
No entanto, esta iniciativa não foi seguida pela maior parte dos países não euro-
peus, nomeadamente nos Estados Unidos da América (EUA), onde não há limite 
máximo de concentrações destes compostos nas águas.  
 
Mundialmente, as concentrações mais altas de E1 e E2 foram quantificadas no Ja-
pão, Rio Tama (6,4 – 85,6 ng/L para E1 e 0,5 -12 ng/L para E2) 50, em Taiwan, Rio 
Shui-Dan (22,4 – 66,2 ng/L para E1 e 1,4 – 33,9 ng/L para E2) 79 e na China, Rio 
Pérola (≤ 78,7 ng/L para E1) 80, 81. Relativamente ao EE2, os níveis mais altos deste 
estrogénio foram determinados em Espanha, Rio Ebro (30 – 130 ng/L) 82 e em Itália, 
Lagoa de Veneza (1,0 – 34 ng/L) 83. 
  
Como em Portugal as concentrações médias de E1, E2 e EE2 variam entre 6 ng/L e 
10 ng/L
84
, estas são passíveis de causar danos tanto em organismos aquáticos 
como em humanos 
85
.  
 
Por exemplo, no estuário do rio Lima as concentrações destas três hormonas vari-
aram entre 0,3 e 36,3 ng/L, sendo este valor máximo atingido pela E1 
86
. No estuá-
rio do Rio Ave, em tempos considerado um dos mais poluídos da Europa, as con-
centrações destas hormonas variaram entre 0,3 e 20,4 ng/L, sendo o EE2 respon-
sável pela maior carga estrogénica deste habitat 
87
. No estuário do Rio Douro a 
poluição por DEs estrogénicos tem vindo a diminuir ao longo do tempo, no entanto, 
no passado foi considerado o segundo rio mais poluído do nosso país 
84
, não só 
derivado da presença de estrogénios mas também de outros poluentes biologica-
mente ativos 
88, 89
. 
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1.6. Métodos químicos usados na monitorização de DEs 
 
1.6.1. Extração de DEs em águas superficiais 
 
A preparação das amostras é um passo fulcral numa análise, garantindo a quali-
dade da amostra desde o correto armazenamento até à sua quantificação. Esta tem 
como objetivos principais o isolamento dos analitos num solvente apropriado para 
posterior análise, e a máxima remoção de interferentes da amostra. Em amostras 
de água, as concentrações de hormonas estrogénicas são regra geral baixas (ng/L), 
sendo assim necessária a pré-concentração dos analitos recorrendo a técnicas de 
extração 
90
. Antes do processo de extração propriamente dito, acidificar as amos-
tras pode tornar-se vantajoso pois previne a atividade microbiana, permitindo uma 
melhor preservação das mesmas 
91-93
. 
De entre algumas técnicas de extração usadas em águas superficiais, a extração 
em fase sólida (SPE - Solid Phase Extraction) tem sido amplamente empregue para 
o isolamento e concentração de diversos DEs 
94-96
.  
 
A SPE foi introduzida no início da década de 70 com o objetivo de ultrapassar as 
desvantagens associadas a outro método usado até então, a extração líquido-lí-
quido (LLE). A SPE tem vindo a ser atualizada ao longo dos tempos, destacando-se 
as novas configurações experimentais, novos tipos de fases sólidas e a automati-
zação dos sistemas de extração. Assim, as vantagens desta técnica face à LLE são 
essencialmente a remoção de compostos interferentes, a pré-concentração das 
amostras e a maior estabilidade no armazenamento dos analitos 
97
. 
 
Os princípios básicos da SPE assentam na separação dos compostos entre duas 
fases, a sólida e a líquida, pretendendo-se que numa fase inicial do processo os 
analitos fiquem retidos na fase sólida até posterior eluição. Assim, de um modo 
geral, inicia-se o processo com a ativação do sorvente com um solvente adequado, 
seguindo-se a passagem da amostra pela fase sólida para a qual os analitos têm 
afinidade. Finalmente é feita a eluição dos analitos da fase sólida, recorrendo a um 
solvente para o qual estes tenham afinidade 
97
. 
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1.6.2. Quantificação de DEs 
 
Para a quantificação de DEs em amostras de água, existem várias técnicas analíticas 
que podem ser usadas, tal como por exemplo, a cromatografia líquida de alta efi-
ciência (HPLC - High Performance Liquid Chromatography) 
90
, a cromatografia lí-
quida acoplada à espectrometria de massa (LC-MS - Liquid Chromatography cou-
pled with Mass Spectrometry) 
98
 e também métodos imuno-enzimáticos (ELISA - 
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 
99
.  
 
Considerada uma técnica analítica não instrumental 
100
, o método de ELISA neste 
contexto da quantificação de DEs, tem como princípio básico a reação de ligação 
entre a hormona estrogénica em estudo e o anticorpo específico adsorvido à placa 
de ELISA 
101
. Este tipo de metodologia tem vindo a ser utilizada em várias determi-
nações de estrogénios em águas residuais, de rio e também água para consumo 
102-
104
. Comparativamente com outras técnicas, este ensaio tem algumas vantagens 
tais como o facto de ser rápido, de fácil maneio e altamente sensível, podendo 
atingir-se limites de deteção na ordem dos pg/L. Permite ainda analisar várias 
amostras simultaneamente e o seu custo é relativamente acessível 
101, 102, 105-107
.  
 
1.7. Objetivos gerais do trabalho 
 
As hormonas estrogénicas E1, E2 e EE2 são, entre os diferentes tipos de DEs, aque-
las que apresentam maior capacidade para destabilizar o sistema endócrino tanto 
de animais terrestres como aquáticos 
108
. Por este motivo a sua quantificação/mo-
nitorização ambiental é essencial sendo objetivos principais deste trabalho: 
 
 Testar a aplicabilidade da técnica de ELISA em amostras de águas superfici-
ais do estuário do Rio Douro; 
 
 Determinar a evolução temporal das concentrações de E1, E2 e EE2 desde 
2006 até 2016; 
 
 Investigar a possibilidade de existirem variações diurnas nas concentrações 
dos estrogénios supracitados; 
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 Investigar a possibilidade de existirem variações temporais (dezembro, ja-
neiro, fevereiro e junho) das concentrações dos estrogénios supracitados; 
 
 Observar a possibilidade de existirem diferenças entre as concentrações de 
E1, E2 e EE2 em três zonas de colheita diferentes, i.e. Fluvial, Freixo e Entre-
os-Rios; 
 
 Retirar ilações sobre o modo de funcionamento das ETARs de Sobreiras e do 
Freixo e antever a possibilidade de haver, ou não, condições ambientais para 
a ocorrência de desregulação endócrina na área em estudo. 
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2. Materiais e Métodos  
 
2.1. Área e locais de colheita 
 
Para a quantificação da E1, E2 e EE2 foram realizadas recolhas de água do estuário 
do Rio Douro. 
 
O Rio Douro nasce em Espanha na Serra de Urbião, e atravessa o norte de Portugal, 
desaguando no Oceano Atlântico junto à cidade Invicta do Porto. Com cerca de 900 
km de extensão é o terceiro maior rio da Península Ibérica. No seu percurso estão 
incluídas extensas áreas de habitação, zonas industriais e agrícolas que em muito 
contribuem para a sua poluição e também para a degradação do seu estuário. Cerca 
de 18 000 km
2 
da sua bacia hidrográfica é portuguesa representando aproximada-
mente 19% da sua área total. 
 
Ao longo do leito do Rio Douro nota-se um desnível favorável ao aproveitamento 
hidroelétrico. Uma das barragens construída foi a de Crestuma, a mais perto do 
estuário, que permite uma acumulação de poluentes 
109
. 
 
Localizado entre as cidades do Porto e Vila Nova de Gaia, o estuário do Rio Douro 
tem cerca de 20 hectares de extensão, estendendo-se desde a Baía de São Paio e a 
zona arenosa do Cabedelo.  
 
Na sua margem sul, na zona da Afurada, em dezembro de 2007 foi criada a Reserva 
Natural Local do Estuário do Douro, local onde se concentram uma enorme diver-
sidade de espécies de aves.  
 
Neste estudo foram selecionados três pontos de amostragem localizados na mar-
gem norte do estuário, os quais se designaram por Fluvial (41°08'52.8"N 
8°39'12.2"W), Freixo (41°08'38.7"N 8°34'45.0"W) e Entre-os-Rios (41°08'21.3"N 
8°34'21.9"W). 
 
Esta escolha foi feita tendo em conta primeiramente a influência antropogénica a 
que estão sujeitos. O local Fluvial recebe diretamente as descargas da ETAR de 
Sobreiras. Nesta estação é feito tratamento primário, secundário e terciário (Figura 
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5A). O local do Freixo (Figura 5B) está sob influência das descargas realizadas pela 
ETAR do Freixo, sendo estas contínuas ao longo do dia e noite. Esta estação faz 
tratamento primário e secundário das águas residuais. O local Entre-os-Rios (Figura 
5C) foi escolhido por ser considerado referência em relação aos outros locais, uma 
vez que está submetido a uma menor influência antropogénica. Adicionalmente 
foram tidos em consideração estudos anteriores onde foram já determinadas con-
centrações de E1, E2 e EE2 nos locais do Fluvial e Freixo superiores às quantificadas 
próximo ao local referência 
110, 111
. 
 
 
Figura 5. Localização dos locais de amostragem no estuário do Rio Douro. A- Flu-
vial, B- Freixo, C- Entre-os-Rios (fotografias da autoria de Pedro Zirc). 
 
2.2. Colheita das amostras  
 
As amostras de água estuarina foram recolhidas em quatro dias distintos entre 
dezembro de 2015 e junho de 2016, de manhã e à noite. As colheitas foram sempre 
realizadas em baixa-mar, garantindo o mínimo de variação entre a altura de marés, 
com base na informação disponibilizada pelo Instituto Português Hidrográfico 
112
. 
As amostras foram recolhidas seguindo a ordem: Fluvial, Freixo e Entre-os-Rios. Os 
A B 
C 
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detalhes relativos a cada dia de colheita estão descritos na tabela 1. Cada amostra 
de água (2 L) foi armazenada e transportada imediatamente para o laboratório em 
frascos de vidro âmbar, previamente lavados com água ultrapura e água do local, 
e mantidos a 4
0
C até ao processo de extração. As amostras da manhã foram acidi-
ficadas e extraídas logo à chegada ao laboratório, enquanto as da noite após aci-
dificação foram mantidas igualmente a 4
0
C durante 12 horas e, posteriormente 
extraídas.  
 
Tabela 1. Dados relativos à hora e altura de marés nos dias de amostragem. 
Dia Hora Altura de maré (m) 
10.12.2015 
8h04 min 0,81 
20h18 min 0,76 
21.01.2016 
6h54 min 0,86 
19h12 min 0,86 
20.02.2016 
7h37 min 0,81 
19h07 min 0,85 
7.06.2016 
11h13 min 0,54 
23h48 min 0,47 
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2.3. Preparação das amostras 
 
Após a chegada ao laboratório as amostras foram acidificadas a pH 2 (WTW pH530, 
D8120 Weilheim) com ácido sulfúrico (98%) da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alema-
nha). De seguida, procedeu-se à sua filtração, usando filtros de fibra de vidro (Mil-
lipore, Irlanda).  
 
Até um máximo de 12 h pós-colheita, as amostras foram sujeitas a SPE usando um 
coletor certificado da Waters®. Os compostos (E1, E2 e EE2) foram extraídos com 
base num protocolo previamente otimizado 
113
. Resumidamente, os cartuchos OA-
SIS®HLB (1000 mg) foram inicialmente condicionados com 25 mL de uma mistura 
(50:50, v/v) de metanol (MeOH) e diclorometano (DCM), ambos da Sigma-Aldrich 
(Steinheim, Alemanha), 12 mL de MeOH e 25 mL água ultrapura Milli-Q (condutivi-
dade = 0.054 S/cm, a 25ºC) sob gravidade. Seguidamente, as amostras de água 
acidificada (2 L) foram passadas pelos cartuchos sob vácuo a um fluxo entre 5 e 7 
mL/min. Os cartuchos foram lavados com 25 mL de água ultrapura e 1 mL de MeOH 
e secos sob vácuo durante 30 minutos. Dado que as águas do estuário possuem 
grande quantidade de matéria orgânica foram usados adicionalmente cartuchos de 
1000 mg de sílica (Teknokroma, Barcelona, Espanha), previamente condicionados 
com 10 mL de MeOH:DCM (50:50, v/v). Para a eluição de ambos os cartuchos (Oa-
sis
® 
HLB e sílica), dispostos em série, utilizaram-se 20 mL de MeOH:DCM (50:50, 
v/v). No final, procedeu-se à evaporação dos solventes a uma temperatura entre 37 
e 40 
0
C até à secura completa. Este extrato foi posteriormente reconstituído em 1 
mL de metanol anidro (99,8%) da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). 
 
2.4. Análise das amostras 
 
Para a quantificação do E1, E2 e EE2 utilizaram-se ensaios comerciais de ELISA, 
adaptados à análise de amostras de águas (ECOLOGIENA
®
 96 poços, Tokiwa Che-
mical Industries CO., LTD, lotes com referência TLK01E1, TLK01E2 e TCT01EE, res-
petivamente).  
 
Segundo as recomendações do fabricante, as amostras a analisar devem estar dis-
solvidas em MeOH anidro 10%, pelo que 300 µL da amostra obtida previamente 
foram evaporados e reconstituídos neste solvente. Nos casos de amostras muito 
concentradas foi necessário proceder a diluições adicionais de forma a permitir a 
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quantificação dentro do intervalo das curvas de calibração (E1 – 0,05 a 5,00 µg/L, 
E2 – 0,05 a 1,00 µg/L, e EE2 – 0,05 a 3,00 µg/L).  
 
De acordo com as especificações dos ensaios, o coeficiente de variação é inferior 
a 10% nos intervalos dinâmicos de cada hormona. Posto isto, para a quantificação 
do E2 e E1, nas amostras do Freixo e Entre-os-Rios a diluição foi de 1:10 e para as 
do Fluvial de 1:20. No caso do EE2 não foram necessárias diluições. Todas as amos-
tras foram analisadas em duplicado. Nas figuras 6 a 8 estão exemplificados os 
esquemas de distribuição dos padrões e amostras nas respetivas placas de ELISA. 
 
  1 2 3 4 5 6 7 8 
A Branco Std 0,8 
E.Rios-M 
10.12.15 
1:10 
Fluvial-M 
21.01.16 
1:20 
Freixo-T 
21.01.16 
1:10 
E.Rios-M 
20.02.16 
1:10 
Fluvial-M 
7.06.16 
1:20 
Freixo-T 
7.06.16 
1:10 
B Branco Std 0,8 
E.Rios-M 
10.12.15 
1:10 
Fluvial-M 
21.01.16 
1:20 
Freixo-T 
21.01.16 
1:10 
E.Rios-M 
20.02.16 
1:10 
Fluvial-M 
7.06.16 
1:20 
Freixo-T 
7.06.16 
1:10 
C Std 0 Std 5 
Fluvial-T 
10.12.15 
1:20 
Freixo-M 
21.01.16 
1:10 
E.Rios-T 
21.01.16 
1:10 
Fluvial-T 
20.02.16 
1:20 
Freixo-M 
7.06.16 
1:10 
E.Rios-T 
7.06.16 
1:10 
D Std 0 Std 5 
Fluvial-T 
10.12.15 
1:20 
Freixo-M 
21.01.16 
1:10 
E.Rios-T 
21.01.16 
1:10 
Fluvial-T 
20.02.16 
1:20 
Freixo-M 
7.06.16 
1:10 
E.Rios-T 
7.06.16 
1:10 
E 
Std 
0,05 
Fluvial-M 
10.12.15 
1:20 
Freixo-T 
10.12.15 
1:10 
E. Rios-M 
21.01.16 
1:10 
Fluvial-M 
20.02.16 
1:20 
Freixo-T 
20.02.16 
1:10 
E.Rios-M 
7.06.16 
1:10 
  
F 
Std 
0,05 
Fluvial-M 
10.12.15 
1:20 
Freixo-T 
10.12.15 
1:10 
E. Rios-M 
21.01.16 
1:10 
Fluvial-M 
20.02.16 
1:20 
Freixo-T 
20.02.16 
1:10 
E.Rios-M 
7.06.16 
1:10 
 
(Continua) 
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 1 2 3 4 5 6 7 8 
G Std 0,3 
Freixo-M 
10.12.15 
1:20 
E.Rios-T 
10.12.15 
1:10 
Fluvial-T 
21.01.16 
1:20 
Freixo-M 
20.02.16 
1:10 
E.Rios-T 
20.02.16 
1:10 
Fluvial-T 
7.06.16 
1:20 
 
H Std 0,3 
Freixo-M 
10.12.15 
1:20 
E.Rios-T 
10.12.15 
1:10 
Fluvial-T 
21.01.16 
1:20 
Freixo-M 
20.02.16 
1:10 
E.Rios-T 
20.02.16 
1:10 
Fluvial-T 
7.06.16 
1:20 
 
Figura 6. Esquema de distribuição dos padrões (Std, de 0 a 5 µg/L) e das amostras 
(Fluvial, Freixo e Entre-os-Rios, M- manhã ou T- tarde, diluições 1:10 e 
1:20) na microplaca para a determinação do E1 por ELISA. 
 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 
A Branco Std 0,4 
E.Rios-M 
10.12.15 
1:10 
Fluvial-M 
21.01.16 
1:20 
Freixo-T 
21.01.16 
1:10 
E.Rios-M 
20.02.16 
1:10 
Fluvial-M 
7.06.16 
1:20 
Freixo-T 
7.06.16 1:10 
B Branco Std 0,4 
E.Rios-M 
10.12.15 
1:10 
Fluvial-M 
21.01.16 
1:20 
Freixo-T 
21.01.16 
1:10 
E.Rios-M 
20.02.16 
1:10 
Fluvial-M 
7.06.16 
1:20 
Freixo-T 
7.06.16 1:10 
C Std 0 Std 1 
Fluvial-T 
10.12.15 
1:20 
Freixo-M 
21.01.16 
1:10 
E.Rios-T 
21.01.16 
1:10 
Fluvial-T 
20.02.16 
1:20 
Freixo-M 
7.06.16 
1:10 
E.Rios-T 
7.06.16 1:10 
D Std 0 Std 1 
Fluvial-T 
10.12.15 
1:20 
Freixo-M 
21.01.16 
1:10 
E.Rios-T 
21.01.16 
1:10 
Fluvial-T 
20.02.16 
1:20 
Freixo-M 
7.06.16 
1:10 
E.Rios-T 
7.06.16 1:10 
E 
Std 
0,05 
Fluvial-M 
10.12.15 
1:20 
Freixo-T 
10.12.15 
1:10 
E.Rios-M 
21.01.16 
1:10 
Fluvial-M 
20.02.16 
1:20 
Freixo-T 
20.02.16 
1:10 
E.Rios-M 
7.06.16 
1:10 
  
F 
Std 
0,05 
Fluvial-M 
10.12.15 
1:20 
Freixo-T 
10.12.15 
1:10 
E.Rios-M 
21.01.16 
1:10 
Fluvial-M 
20.02.16 
1:20 
Freixo-T 
20.02.16 
1:10 
E.Rios-M 
7.06.16 
1:10 
 
 
  
(Continuação) 
 
(Continua) 
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  1 2 3 4 5 6 7 8 
G 
Std 
0,15 
Freixo-M 
10.12.15 
1:10 
E.Rios-T 
10.12.15 
1:10 
Fluvial-T 
21.01.16 
1:20 
Freixo-M 
20.02.16 
1:10 
E.Rios-T 
20.02.16 
1:10 
Fluvial-T 
7.06.16 
1:20 
 
H 
Std 
0,15 
Freixo-M 
10.12.15 
1:10 
E.Rios-T 
10.12.15 
1:10 
Fluvial-T 
21.01.16 
1:20 
Freixo-M 
20.02.16 
1:10 
E.Rios-T 
20.02.16 
1:10 
Fluvial-T 
7.06.16 
1:20 
 
Figura 7. Esquema de distribuição dos padrões (Std, de 0 a 1 µg/L) e das amostras 
(Fluvial, Freixo e Entre-os-Rios, M- manhã ou T- tarde, diluições 1:10 e 
1:20) na microplaca para a determinação do E2 por ELISA. 
 
  1 2 3 4 5 6 7 8 
A Branco Std 0,5 
E.Rios-M 
10.12.15 
Fluvial-M 
21.01.16 
Freixo - T 
21.01.16 
E.Rios-M 
20.02.16 
Fluvial-M 
07.06.16 
Freixo-T 
07.06.16 
B Branco Std 0,5 
E.Rios-M 
10.12.15 
Fluvial-M 
21.01.16 
Freixo - T 
21.01.16 
E.Rios-M 
20.02.16 
Fluvial-M 
07.06.16 
Freixo-T 
07.06.16 
C St 0 Std 3 
Fluvial - T 
10.12.15 
Freixo-M 
21.01.16 
E.Rios - T 
21.01.16 
Fluvial -T 
20.02.16 
Freixo-M 
07.06.16 
E.Rios-T 
07.06.16 
D Std 0 Std 3 
Fluvial - T 
10.12.15 
Freixo-M 
21.01.16 
E.Rios - T 
21.01.16 
Fluvial -T 
20.02.16 
Freixo-M 
07.06.16 
E.Rios-T 
07.06.16 
E 
Std 
0,05 
Fluvial-M 
10.12.15 
Freixo - T 
10.12.15 
E.Rios-M 
21.01.16 
Fluvial-M 
20.02.16 
Freixo-T 
20.02.16 
E.Rios-M 
07.06.16 
  
F 
Std 
0.05 
Fluvial-M 
10.12.15 
Freixo - T 
10.12.15 
E.Rios-M 
21.01.16 
Fluvial-M 
20.02.16 
Freixo-T 
20.02.16 
E.Rios-M 
07.06.16 
 
  
(Continua) 
 
(Continuação) 
 
  
22 
 
  1 2 3 4 5 6 7 8 
G 
Std 
0,15 
Freixo-M 
10.12.15 
E.Rios-T 
10.12.15 
Fluvial-T 
21.01.16 
Freixo-M 
20.02.16 
E.Rios -T 
20.02.16 
Fluvial-T 
07.06.16 
 
H 
Std 
0,15 
Freixo-M 
10.12.15 
E.Rios-T 
10.12.15 
Fluvial-T 
21.01.16 
Freixo-M 
20.02.16 
E.Rios -T 
20.02.16 
Fluvial-T 
07.06.16 
 
Figura 8. Esquema de distribuição dos padrões (Std, de 0 a 3 µg/L) e das amostras 
(Fluvial, Freixo e Entre-os-Rios, M- manhã ou T- tarde) na microplaca para 
a determinação do EE2 por ELISA. 
 
De forma geral, o procedimento adotado em cada um dos ensaios de ELISA teve 
por base o mesmo protocolo, descrito resumidamente na figura 9. 
 
 
Figura 9. Protocolo utilizado nos ensaios ELISA para a quantificação da E1, E2 e EE2 
em amostras de água do estuário do Rio Douro. 
Quantificação
A quantificação foi feita recorrendo a um software específico, MyAssays Analysis Software
Solutions, usando um método de ajuste de curva que utiliza a logística de 4 parâmetros (4PL).
Leitura de absorvâncias
A leitura da placa deve ser realizada em 15 minutos, a 450 nm, recorrendo a um leitor de
microplacas (Bio-Tek®, PowerWave
™
340).
Material não ligado
Lavar cada poço individualmente com 3 x 300 µL da solução de lavagem, previamante preparada
por diluição 1:5 da solução de lavagem concentrada.
Reação  competitiva
Transferir 100 µL da mistura preparada para a placa revestida com o anticorpo. Incubar a placa
durante 1 hora à temperatura ambiente (18-25ºC), mantendo-a devidamente selada.
Mistura de padrões/amostra e solução conjugada
Transferir 100 µL da solução conjugada e 100 µL de padrão/amostra para cada poço da microplaca
não revestida. Manter a ordem de mistura e evitar a formação de bolhas de ar. Usar MeOH anidro
10% como branco.
Solução de antigénio-enzima conjugada
Preparar a solução de antigénio-enzima conjugada reconstituindo um frasco de antigénio-enzima
em solução tampão. Esta solução pode ser armazenada até 2 semanas entre 2 a 8ºC, sendo 7 mL
suficientes para 50 poços da placa.
(Continuação) 
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2.5. Análise estatística dos dados 
 
Para a análise dos dados obtidos foi usado o software Statistica versão 13. Inicial-
mente testou-se a normalidade e homogeneidade de variâncias utilizando os testes 
Shapiro-Wilk e Levene’s, respetivamente. O teste one-way ANOVA foi aplicado para 
verificar as diferenças das concentrações entre horas, meses e diferentes locais. 
Dado que não se verificaram diferenças entre os períodos de amostragem da ma-
nhã e noite, os dados foram agrupados para as posteriores análises. O teste post-
hoc Tukey foi usado para as comparações múltiplas entre as médias das concen-
trações obtidas. As diferenças foram consideradas significativas para um valor de 
p≤ 0,05.  
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3. Resultados 
 
Os valores de temperatura e pH da água, nos vários locais de colheita em cada uma 
das amostragens, estão apresentados na tabela 2. Os valores de pH mantiveram-
se estáveis entre 7,16 e 7,83. Em relação à temperatura, esta oscilou entre 12,0 
(janeiro de 2016) e 15,3ºC (junho de 2016). 
 
Tabela 2. Valores de temperatura e pH nas águas recolhidas no Estuário do Rio 
Douro. 
 
Dia Hora Local pH Temperatura (ºC) 
10.12.15 
Manhã 
Fluvial 7,50 15,0 
Freixo 7,48 14,5 
Entre-os-Rios 7,54 13,0 
Noite 
Fluvial 7,26 15,1 
Freixo 7,16 14,8 
Entre-os-Rios 7,46 14,1 
21.01.16 
Manhã 
Fluvial 7,45 12,0 
Freixo 7,51 13,2 
Entre-os-Rios 7,44 13,0 
Noite 
Fluvial 7,56 12,2 
Freixo 7,5 14,3 
Entre-os-Rios 7,47 14,7 
20.02.16 
Manhã 
Fluvial 7,83 15,0 
Freixo 7,39 14,5 
Entre-os-Rios 7,72 13,0 
Noite 
Fluvial 7,74 14,1 
Freixo 7,41 14,2 
Entre-os-Rios 7,75 14,1 
7.06.16 
Manhã 
Fluvial 7,60 14,7 
Freixo 7,46 14,2 
Entre-os-Rios 7,59 13,9 
Noite 
Fluvial 7,58 15,3 
Freixo 7,27 15,0 
Entre-os-Rios 7,53 14,5 
 
Considerando os valores médios das concentrações de hormonas estrogénicas ana-
lisadas nos três locais de amostragem e nos vários períodos de amostragem ao 
longo do estuário do Rio Douro, o composto com maior concentração foi E1 (5,7 
ng/L), seguida de E2 (1,03 ng/L) e EE2 (0,18 ng/L). As concentrações mínimas e 
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máximas variaram entre 0,55 e 28,82 ng/L para E1, 0,25 e 3,65 ng/L para E2 e 
0,03 e 0,78 ng/L para EE2. Ao longo do dia (manhã vs noite) a variação das con-
centrações de E1 não foi significativa (p= 0,157), tal como se pode comprovar pela 
análise da figura 10. 
 
Manhã Tarde
Hora do dia
-2
0
2
4
6
8
10
12
E
1
 
(
n
g
/
L
)
 
Figura 10. Concentrações (ng/L) de E1 nos diferentes períodos de amostragem 
(manhã e noite). Os valores representados correspondem às médias e res-
petivo desvio padrão para cada período do dia. 
 
No caso de E1, as concentrações médias no ponto Entre-os-Rios foram significati-
vamente mais baixas do que as obtidas no ponto de colheita do Freixo (p= 0,017) 
e Fluvial (p= 0,006), figura 11. 
 
Entre-os-Rios Freixo Fluvial
Local
-4
-2
0
2
4
6
8
10
12
14
E
1
 
(
n
g
/
L
)
 
 
Figura 11. Concentrações (ng/L) de E1 nos diferentes locais de colheita (Entre-os-
Rios, Freixo e Fluvial). Os valores representados correspondem às mé-
dias e respetivo desvio padrão para cada local. As diferenças significati-
vas existentes entre locais estão assinaladas com diferentes letras (teste 
de Tukey, p≤ 0,05).  
Manhã  Noite 
E
1
 
(
n
g
/
L
)
 
  Entre-os-Rios  Freixo Fluvial 
E
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(
n
g
/
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)
 
a 
b
b 
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Analisando os dados agrupados pelo mês de colheita observou-se um padrão signi-
ficativamente mais elevado nas concentrações de E1 no mês de dezembro, em re-
lação aos restantes tempos de amostragem, tal como evidenciado na figura 12. 
Dez 15 Jan 16 Fev 16 Jun 16
Mês
-4
-2
0
2
4
6
8
10
12
14
16
18
E
1
 
(
n
g
/
L
)
 
Figura 12. Concentrações (ng/L) de E1 nos diferentes meses de colheita (dezembro 
de 2015, janeiro, fevereiro e junho de 2016). Os valores representados 
correspondem às médias e respetivo desvio padrão para cada mês. As 
diferenças significativas existentes entre meses estão assinaladas com 
diferentes letras (teste de Tukey, p≤ 0,05). 
 
Através da análise da figura 13, é possível constatar que as diferenças obtidas entre 
as concentrações nos diferentes locais de colheita resultam dos valores mais ele-
vados no mês de dezembro no Freixo.  
 Dez 15
 Jan 16
 Fev  16
 Jun 16
Entre-os-Rios Freixo Fluvial
Local
-10
-5
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Figura 13. Concentrações (ng/L) de E1 nos diferentes locais (Entre-os-Rios, Freixo 
e Fluvial) e meses de colheita (dezembro de 2015, janeiro, fevereiro e 
junho de 2016). Os valores representados correspondem às médias e 
respetivo desvio padrão. As diferenças significativas existentes entre 
Entre-os-Rios  Freixo Fluvial 
E
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meses nos vários locais estão assinaladas com diferentes letras (teste de 
Tukey, p≤ 0,05). 
 
A variação ao longo do dia das concentrações de E2 não foi significativa (figura 14). 
Manhã Tarde
Hora do dia
0,0
0,2
0,4
0,6
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Figura 14. Concentrações (ng/L) de E2 nos diferentes períodos de amostragem 
(manhã e noite). Os valores representados correspondem às médias e 
respetivo desvio padrão para cada período do dia. 
 
No caso do E2 não foram registadas diferenças significativas nas concentrações 
obtidas nos três locais de colheita, embora no Fluvial a média das concentrações 
seja cerca de duas vezes superior à encontrada no ponto considerado como refe-
rência (Entre-os-Rios) (figura 15).  
Entre-os-Rios Freixo Fluvial
Local
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Figura 15. Concentrações (ng/L) de E2 nos diferentes locais de colheita (Entre-os-
Rios, Freixo e Fluvial). Os valores representados correspondem às mé-
dias e respetivo desvio padrão para cada local. 
 
Manhã Noite 
E
2
 
(
n
g
/
L
)
 
Entre-os-Rios Freixo Fluvial 
E
2
 
(
n
g
/
L
)
 
b
b
  
29 
 
Entre os meses de colheita a variação de concentrações de E2 é significativa, ob-
servando-se que em dezembro as suas concentrações são mais altas, em específico 
nos pontos de colheita do Freixo e Fluvial (figura 16 e 17). 
Dez 15 Jan 16 Fev 16 Jun 16
Mês
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Figura 16. Concentrações (ng/L) de E2 nos diferentes meses de colheita (dezembro 
de 2015, janeiro, fevereiro e junho de 2016). Os valores representados 
correspondem às médias e respetivo desvio padrão para cada mês. As 
diferenças significativas existentes entre meses estão assinaladas com 
diferentes letras (teste de Tukey, p≤ 0,05). 
 
 Dez 15
 Jan 16
 Fev 16
 Jun 16
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Figura 17. Concentrações (ng/L) de E2 nos diferentes locais (Entre-os-Rios, Freixo 
e Fluvial) e meses de colheita (dezembro de 2015, janeiro, fevereiro e 
junho de 2016). Os valores representados correspondem às médias e 
respetivo desvio padrão. As diferenças significativas existentes entre 
meses nos vários locais estão assinaladas com diferentes letras (teste de 
Tukey, p≤ 0,05). 
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Tal como para a E1 e E2, o EE2 não mostrou diferenças significativas nas suas 
concentrações ao longo do dia (figura 18). 
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Figura 18. Concentrações (ng/L) de EE2 nos diferentes períodos de amostragem 
(manhã e noite). Os valores representados correspondem às médias e 
respetivo desvio padrão para cada período do dia. 
 
Este estrogénio não mostrou igualmente diferenças significativas nas concentra-
ções entre os diferentes locais de colheita (figura 19). 
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Figura 19. Concentrações (ng/L) de EE2 nos diferentes locais de colheita (Entre-os-
Rios, Freixo e Fluvial). Os valores representados correspondem às mé-
dias e respetivo desvio padrão para cada local.  
 
No geral, em relação às diferenças nas concentrações entre os vários períodos de 
amostragem, o mês de junho apresentou níveis significativamente mais altos, com-
parativamente com os restantes meses (figura 20), em concreto no local Entre-os-
Rios (figura 21).  
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Figura 20. Concentrações (ng/L) de EE2 nos diferentes meses de colheita (dezem-
bro de 2015, janeiro, fevereiro e junho de 2016). Os valores representa-
dos correspondem às médias e respetivo desvio padrão para cada mês. 
As diferenças significativas existentes entre meses estão assinaladas 
com diferentes letras (teste de Tukey, p≤ 0,05). 
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Figura 21. Concentrações (ng/L) de EE2 nos diferentes locais (Entre-os-Rios, Freixo 
e Fluvial) e meses de colheita (dezembro de 2015, janeiro, fevereiro e 
junho de 2016). Os valores representados correspondem às médias e 
respetivo desvio padrão. As diferenças significativas existentes entre 
meses nos vários locais estão assinaladas com diferentes letras (teste 
de Tukey, p≤ 0,05). 
 
Atendendo às concentrações médias das hormonas em cada local de colheita obti-
veram-se as potências relativas em equivalentes (Eq) de EE2, tal como demonstrado 
na tabela 3. No geral, o Fluvial representa o ponto com maior potência estrogénica 
total, seguido do Freixo e Entre-os-Rios. Em todos os locais o EE2 é a hormona que 
menos contribui para a potência estrogénica total. Já a E1 apresentou os valores 
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de potência relativa mais elevados de 1,7 Eq EE2 (ng/L) e 1,9 Eq EE2 (ng/L) no 
Fluvial e Freixo, respetivamente. 
 
Tabela 3. Potência relativa expressa em equivalentes (Eq) de EE2 (ng/L) para cada 
uma das hormonas 
114
. 
 
Local DEs 
Potência rela-
tiva face a E2 
Concentração média no 
estuário Rio Douro (ng/L) 
Potência relativa 
Eq EE2 (ng/L) 
Potência estro-
génica total 
Fluvial 
EE2 1,3 0,14 0,1 
3,03 E2 1,0 1,44 1,1 
E1 0,3 7,23 1,7 
Freixo 
EE2 1,3 0,13 0,1 
2,75 E2 1,0 0,95 0,8 
E1 0,3 7,75 1,9 
Entre-
os-Rios 
EE2 1,3 0,27 0,3 
1,24 E2 1,0 0,58 0,5 
E1 0,3 2,12 0,5 
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4. Discussão 
 
É amplamente reconhecida a importância vital que a água tem para a vida pelo que 
a sua qualidade tem sido alvo de legislação que visa a sua proteção. Deste modo, 
surgiu na União Europeia (UE), a DQA que introduziu, em 2000, uma abordagem 
holística para a gestão e a proteção das águas superficiais e subterrâneas 
78
. A DQA 
é ainda complementada por acordos internacionais e por legislação em matéria de 
poluição, qualidade e quantidade da água disponível em cada estado membro da 
UE. 
 
Portugal, como membro da UE, está sob a regulamentação da DQA tendo-se verifi-
cado, principalmente ao longo da última década, um decréscimo das concentrações 
globais de vários compostos poluentes nas águas superficiais 
84
. De entre a lista de 
compostos considerados como perigosos ou potencialmente perigosos, desde 
2013 que tanto o E2 como o EE2 considerando a sua ação desreguladora endócrina 
foram assinalados como substâncias a manter sob vigilância 
115
 e, portanto, alvos 
a monitorizar regularmente por cada um dos estados europeus.  
 
Compreende-se assim que a utilização de técnicas analíticas capazes de permitir a 
quantificação de concentrações ambientais cada vez mais baixas (na ordem dos 
ng/L) tem-se tornado um desafio essencial no desenvolvimento e otimização do 
processo analítico. Neste sentido, e de modo, a ser possível de forma célere e mais 
eficaz, monitorizar a variação temporal das concentrações de E1, E2 e EE2 em 
águas estuarinas optou-se neste estudo por testar, pela primeira vez para as águas 
do Rio Douro, a aplicabilidade do método de ELISA. Esta técnica, devido à sua ele-
vada sensibilidade aliada à facilidade de utilização e rapidez de execução tinha já 
sido aplicada em outros trabalhos de cariz ambiental [15-17] e, neste caso mos-
trou-se totalmente adaptada aos objetivos que orientaram esta Tese.  
 
Neste âmbito, como estudos prévios efetuados neste estuário revelaram a ocorrên-
cia de variações da sua composição hídrica derivadas do aumento noturno das des-
cargas dos efluentes de ETARs 
116
, estabeleceu-se a hipótese de poderem existir 
flutuações diárias das concentrações de E1, E2 e EE2 nas águas superficiais do 
estuário do Rio Douro. Como este aspeto nunca tinha sido investigado, procedeu-
  
34 
 
se à recolha diária de amostras de água (manhã e noite) tendo sido sempre acau-
telado a sua colheita na maré mais baixa, de modo a evitar diluições aleatórias que 
pudessem influenciar os resultados. Os dados revelaram a inexistência de diferen-
ças entre os níveis das hormonas entre colheitas efetuadas no período da manhã 
vs. noite. Avança-se assim a possibilidade das ETARs que procedem ao tratamento 
dos efluentes urbanos da cidade do Porto, terem aumentado a sua eficiência com-
parativamente à data em o estudo de Azevedo et al. (2010) foi realizado. De 
acordo, com esta hipótese, a concentração de cada uma das hormonas avaliadas 
neste estudo também tem vindo a decrescer quando comparadas com os valores 
medidos no passado pelo nosso grupo. Relativamente a este assunto, observou-se 
que atualmente as concentrações de E1, E2 e EE2 são em média no estuário do Rio 
Douro cerca de 16, 7 e 700 vezes inferiores, respetivamente 
117
. Realça-se que esses 
valores foram em 2006 similares aos encontrados na Catalunha (Espanha) 
118
. 
 
Os valores atuais, além de bastante baixos permitem ainda confirmar os dados 
reportados em 2010 e 2011, ocasião em que os níveis destas hormonas já se situ-
avam em valores aproximados aos de 2016 
96, 119
. 
 
Considerando a relação entre as concentrações observadas das hormonas em es-
tudo, verifica-se que aquela que apresenta concentrações mais elevadas é a E1. 
Esta observação resulta provavelmente da biodegradação de E2 e EE2 em E1, facto 
que ocorre tanto em ETARs como no próprio ambiente, por ação microbiana e fo-
tolítica 
120
. As concentrações médias de E1 foram superiores no Fluvial e Freixo, 
comparativamente com o local de referência. Estes encontram-se sob influência de 
duas ETARs que servem a grande área metropolitana do Porto, o que corrobora a 
hipótese de estar de facto a ocorrer degradação do E2 e EE2 via tratamentos resi-
duais. Acresce que as concentrações de E2 e EE2 foram similares em todos os locais 
de amostragem. Assim, embora a potência estrogénica de E1 seja cerca 25% infe-
rior à dos outros estrogénios, o facto de existir em concentrações ambientais mais 
altas leva a que esta seja a principal responsável pelos efeitos estrogénicos que 
possam vir a ocorrer nas zonas de amostragem. De facto, transformando as con-
centrações de E1 em Eq de EE2, observa-se que tanto no Fluvial como no Freixo 
mais de metade da carga estrogénica corresponde à presença de E1. Desde modo, 
embora em níveis ambientais baixos, as concentrações de estrogénios medidas 
tanto no Fluvial como no Freixo permitem antever a possibilidade de ocorrer des-
regulação endócrina neste habitat 
121
. Por exemplo, estudos efetuados em peixe-
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zebra (D. rerio) e truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss) mostram que concentra-
ções de EE2 apenas de 0,1 ng/L e 2 ng/L, respetivamente, conseguem inibir o de-
senvolvimento testicular 
122, 123
.  
 
Outro aspeto interessante, e que é reforçado pelos resultados aqui apresentados é 
o aumento significativo das concentrações de EE2 no mês de junho. Este fenómeno, 
que também foi reportado em outras zonas costeiras como no Rio Leça 
124
, Rio Lima 
125
, Rio Mira 
126
 e Ria Formosa 
127
 parece indicar uma sazonalidade deste composto 
que pode estar relacionada com o aumento da atividade turística nas áreas em 
estudo a partir de junho (início do verão). É, portanto, possível que o aumento 
inesperado de habitantes na área metropolitana do Porto traga consigo restrições 
no que diz respeito à capacidade das ETARs tratarem eficazmente uma carga su-
perior de esgotos urbanos. Tal observação não é acompanhada com aumentos 
significativos de E1 e E2, uma vez que estes estrogénios apresentam maior facili-
dade de degradação que EE2 
120
. Por outro lado, a presença de níveis significativa-
mente mais elevados de E1 em dezembro, poderá estar relacionado com um au-
mento da pluviosidade que ao se ter intensificado neste mês poderá ser responsá-
vel pelo arrastamento desta hormona, que também é produto da degradação de E2 
e EE2, para os locais de amostragem.  
 
Comparativamente com outros estudos efetuados em zonas costeiras portuguesas, 
verifica-se que as concentrações E1, E2 e EE2 no estuário do Rio Douro são inferi-
ores aos registados em outras zonas estuarinas tanto a norte como a sul de Portu-
gal 
39, 114, 124-126, 128
. De facto, de entre todos os estuários estudados somente no Rio 
Tejo 
128
 foram registadas concentrações de E1, E2 e EE2 inferiores às medidas no 
Rio Douro. No entanto, olhando para o exterior observa-se que na Europa há já 
algum tempo os níveis destes estrogénios são semelhantes ou quiçá até inferiores 
aos registados neste trabalho, e.g. Rio Sena (França) 
129
, águas superficiais alemãs 
130
. Pelo contrário, no Rio Pérola (China), Rio Dan-Shui (Taiwan) e Rio de Tama (Ja-
pão) já se encontraram concentrações entre 48 ng/L e 66 ng/L, para a E1, e entre 
15 ng/L e 34 ng/L para o E2 
50, 131
. 
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5. Conclusões 
 
Os dados obtidos por ELISA mostram que estrogénios, E1, E2 e EE2, continuam 
presentes nas águas do estuário do Rio Douro em concentrações semelhantes às 
observadas em 2010 e 2011. Esta observação permite concluir sobre a aplicabili-
dade desta técnica analítica para a monitorização temporal de águas superficiais 
do Rio Douro. 
 
O facto de não existirem diferenças significativas nas concentrações diurnas dos 
estrogénios em causa, sugere não haver diferenças entre os fluxos noturnos e diur-
nos, provenientes da descarga das ETARs de Sobreiras e Freixo.  
 
O local escolhido como referência, Entre-os-Rios, diferiu dos outros dois locais de 
colheita, Fluvial e Freixo apenas nos níveis de E1, que aqui foram menores. A se-
melhança entre as concentrações de E2 e EE2 nos três locais sugere a intervenção 
positiva das ETARs (Sobreiras e Freixo) localizadas a montante dos locais conside-
rados como potencialmente mais poluídos por estrogénios.  
 
Em junho notou-se um aumento significativo de EE2 nas águas estuarinas o que 
poderá estar relacionado com o aumento do número de habitantes da cidade do 
Porto devido ao aumento do influxo turístico na região. 
 
Finalmente, é de realçar que apesar de baixas, as concentrações de E1, E2 e EE2 
como um todo estão acima dos mínimos considerados causadores de desregulação 
endócrina que continua a ser potencialmente passível de ocorrer nesta área.  
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